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Beschreibunq 



Verfahren zur Detektion von Biomolekulen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Detektion von Biomolekulen mit- 
tels einer Metaliverbindung in Gegenwart mindestens eines mindestens 
bifunktionellen Agenses. 




10 Die Detektion und Charakterisierung von Biomolekulen ist von funda- 
mentaler Bedeutung fur die biologische Forschung und die klinische 
Medizin. Insbesondere bei der Suche nach Mutationsereignissen sowie 
bei der Diagnostik genetisch bedingter Erkrankungen werden regelma- 
Big Detektions- und Charakterisierungsverfahren fur unterschiedliche 
15 Biomolekule eingesetzt. 

Als Biomolekule wird hier insbesondere die Gruppe, bestehend aus Pep- 
tiden, Proteinen, Glycoproteinen, Proteoglykanen, Kohlehydraten und 
Nukleinsauren, verstanden. 



20 



FQr den ersten Schritt der Detektion, die Auftrennung dieser Molektile. 
werden derzeit zumeist ein- oder zweidimensionale Gelelektrophorese- 
Systeme eingesetzt. Elektrophorese bedeutet eine Auftrennung gelade- 
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ner Teilchen durch Einfluss eines elektrischen Feldes. Fur die E- 
lektrophorese konnen verschiedene Tragermaterialien eingesetzt wer- 
den, unter anderem Agarose-Gele, Zelluloseacetatgele oder Polyacry- 
lamidgele. Aufgrund der im Vergleich zu Agarosegelen hdheren Trenn- 
5 wirkung werden fur die Proteincharakterisierung bevorzugt Polyacryl- 
amidgeie eingesetzt. Nach abgeschlossener gelelektrophoretischer 
Trennung mussen die Biomolekule auf dem Tragermaterial sichtbar ge- 
macht werden. Hierfur existieren verschiedene Visualisierungstechniken 
wie z. B. die Coomassie-Blau Farbung, Fluoreszenzmarkierung, radioak- 
10 tive Markierung, Ethidiumbromidfarbung und Silberfarbung. Bei alien 
aufgefCihrten Methoden existieren groBe Unterschiede hinsichtlich der 
Sensitivitat, des zeitlichen und materiellen Aufwandes, wie auch der 
Umweltvertraglichkeit und Gesundheitsschadlichkeit der verwendeten 
Reagenzien bzw. der entstehenden Abfalle. So ist z. B. die Coomassie- 
15 Blau-Farbung sehr einfach durchzufuhren, besitzt dafur allerdings eine 
sehr geringe Sensitivitat. Vor allem bei der radioaktiven Markierung oder 
der Ethidiumbromidfarbung entstehen unerwunschte radioaktive bzw. 
kanzerogene Abfalle. Die Fluoreszenzmarkierung besitzt den Nachteil 
eines relativ groBen apparativen Aufwandes. Die Silberfarbung ist ge- 
20 genuber der Coomassie-Blau Farbung ca. einhundertfach sensitiver, es 
entstehen keine radioaktiven oder kanzerogenen Abfalle und der instru- 
mentelle Aufwand ist relativ gering. Daher Ist die Silberfarbung die der- 
zeit am haufigsten eingesetzte Farbemethode zur Visualisierung von 
Proteinen. Die Silberfarbung besitzt jedoch den entscheidenden Nach- 
25 teil, daB sie bei entsprechender erwunschter Sensitivitat sehr zeitauf- 
wendig Ist. Dies ist jedoch vor allem in der modernen medizinischen 
Diagnostik und Llfe-Science-Forschung ein entscheidender Nachteil. 



Die verschiedenen Silberfarbemethoden lassen sich prinzipiell in zwei 
30 Gruppen, je nach verwendeter Silberverbindung, einteilen. Man unter- 
scheidet zwischen Silbernitratfarbung und Silberdiaminfarbung. Naheres 
hierzu siehe Electrophoresis 13, 429-439 (1992) von T. Rabilloud. 
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Ein weiterer Unterschied zwischen den unterschiedllchen Visuallsie- 
rungstechniken sowie innerhalb der verschiedenen Vaiiationen der Sll- 
berfarbung besteht in der Verfugbarkeit der Molekule fur weitere Charak- 
terisierungsmethoden, insbesondere die massenspektrometrische Un- 
tersuchung. Bei vielen Visualisierungsmethoden bzw, bislierigen Silber- 
farbungen liegt das Molekul nach der Detektion in einer chemisch ver- 
anderten Form vor und stelit daher einer massenspelctronnetrischen Un- 
tersuchung nicht mehr oder nur in einer fur die Charakterisierung unzu- 
reichenden Form zur Verfugung. 

Unabhangig von der exakten Farbemethode und der Verfahrensfiihrung 
ist den meisten Silberfarbungen die Abfolge der Schritte Fixierung, Sen- 
sitivierung, Silberschritt (Inkubation mit einer Losung, die Silberionen 
enthalt), Entwickein und Stoppen der Reaktion gemeinsam, 

Zur Fixierung der Molekule werden die Gele zunachst mit einer sauren 
alkoholischen Losung inkubiert. AnschlieBend wird ein Sensitivie- 
rungsschritt durchgeftihrt, in welchem die Gele mit Reduktionsmittein 
wie Glutaraldehyd, DTT, Dithionit oder Thiosulfat inkubiert werden. Die- 
se sind fur die Reduktion von Silberionen an der Oberflache der Biomo- 
lekule zu kleinsten Mengen an metallischem Silber verantwortlich und 
dienen im Entwicklungsschritt als Keimzelle fur weiteren Niederschlag 
an Silber (Naheres hierzu siehe in Electrophoresis 11, 785-794 (1990) 
von T. Rabilloud). Nach einem Waschschritt, bei dem uberschussiges 
Reduktionsmittel entfernt wird, findet die Silberfarbung/Silberimprag- 
nierung des Gels mittels Silbernitrat- bzw. Silberdiaminldsung statt. 
Nach diesem Silberschritt wird das Gel erneut gewaschen und anschlie- 
f3end mit einer Entwicklungslosung, die, entweder Formaldehyd und 
Natriumcarbonat oder Formaldehyd und Zitronensaure enthalt, entwi- 
ckelt. Nach abgeschlossener Entwicklung wird das Gel in einer Stoplo- 
sung inkubiert, um den Entwicklungsvorgang abzustoppen. Stopldsun- 
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gen enthalten in der Regel Tris/Essigsaure, Zitronensaure Oder Kom- 
plexbildner, wie beispielsweise EDTA oder EGTA. 

Alle derzeit bekannten Methoden besitzen entweder den Nachteil, daB 
5 sie mit > 5 bis 24 h Silberfarbedauer sehr langwierig sind. um dabei eine 
relativ hohe Sensitivitat zu erreichen, Oder sie sind von vergleichsweise 
kurzer Dauer, d. h. < 5 h, aber dabei weniger sensitiv. AuRerdem exis- 
tieren relativ sensitive Silberfarbemethoden, die jedoch keine zufrleden- 
stellende massenspektrometrische Untersuchung der Biomolekule im 
10 Anschluss an die Detektion zulassen. 

^ Wesentliches Ziel der Erfindung ist es, ein schnelles und gleichzeitig 
sehr sensitives Siiberfarbeverfahren zu entwickein, welches eine, sich 
an die Detektion anschlief3ende, massenspektrometrische Charakterisie- 

15 rung der Biomolekule zulasst. 

Diese Aufgabe wird durch das erfindungsgemaBe Detektionsverfahren 
mit den Merkmalen des Anspruchs 1 und den Kit mit den Merkmalen 
des Anspruchs 22 gelSst. Bevorzugte Ausfuhrungen sind in den abhan- 

20 gigen Anspruchen 2 bis 21 sowie 23 und 24 dargestellt. Der Wortlaut 
samtlicher Anspruche wird hiermit durch Bezugnahme zum Inhalt dieser 

^ Beschreibung gemacht. 

ErfindungsgemaB wird bei einem Verfahren zur Detektion von Biomole- 
25 kCilen, insbesondere von Peptiden, Proteinen, Glycoprotelnen, Prote- 
oglycanen, Kohlehydraten und/oder Nukleinsauren, mittels einer Metall- 
verbindung ein bifunktionelles Agens eingesetzt, welches einen hydro- 
phoben und einen reduzierenden Teil besitzt. Es ist auch mdglich, daB 
das Agens mehr als einen hydrophoben Teil und/oder mehr als einen 
30 reduzierenden Teil besitzt. Es ist ebenfalls denkbar, mehr als ein min- 
destens bifunktionelles Agens zur Detektion einzusetzen. 
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Gemaf3 der Erfindung handelt es sich bei dem bifunktionellen Agens um 
ein Molekul der allgemelnen Form X-R, wobei es sich bei dem Teil X des 
bifunktionellen Agens vorzugsweise um den reduzierenden Teil handelt. 

In einer bevorzugten Ausfuhmngsform handelt es sich bei dem Teil X 
insbesondere um einen linearen oder homo- und/oder heterozyklischen 
Kohlenwasserstoff. 



Der Teil X besitzt vorzugsweise mindestens eine Hydroxylgruppe, min- 
10 destens eine Sulfhydrylgruppe, mindestens eine Carbonylgruppe, min- 

• destens eine Thiosulfatgruppe und/oder mindestens eine ungesattigte 
Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung. 

In einer besonder^n Ausfiihrungsform handelt es sich bei X urrt ein Mo- 
15 lekul mit antioxidativen Eigenschaften, vorzugsweise um ein Vitamin, 
insbesondere aus der Gruppe Vitamin A, Vitamin C und/oder Vitamin E. 
In einer besonderen Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem Teil X 
des biofunktionellen Agenses um Ascorbinsaure. 

20 GemaB der Erfindung handelt es sich bei R um den hydrophoben Teil 
des bifunktionellen Agens. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform handelt es sich bei R um einen 
gesattigten Kohlenwasserstoff. Es ist auch denkbar, daB es sich bei R 
25 um einen mindestens einfach ungesattigten Kohlenwasserstoff handelt. 
GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei R um 
einen Acyloxi-Rest der allgemeinen Form 

-0-C0-CnH(2n+i). wobei n vorzugsweise 8-21, insbesondere 11-17 
und insbesondere bevorzugt 1 5, ist. 



30 
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In einer besonderen Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem bifunktio- 
nellen Agens um Ascorbylpalmitat. Es ist jedoch auch denkbar. da3 es 
sich um Ascorbylstearat, Ascorbylmyristat oder Ascorbyllaurat handelt. 

GemaB der Erfindung kann das bifunktionelle Agens wahrend der De- 
tektion in einer Endkonzentration von 1 0'^ bis 1 %, vorzugsweise von 1 0" 
^ bis 0.1 %, insbesondere 5 x lO""* bis 5 x 10'^ %, vorliegen. In einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform betragt die Endkonzentration 
des bifunktioneilen Agens 1 0'^ %. 

GemaR der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei der Metallverbin- 
dung um eine Silberverbindung, insbesondere um Silbernitrat. In einer 
anderen Ausfuhrungsform kann es sich bei der Silberverbindung auch 
um ein Silberdiamin handeln. 

Bei den zu detektierenden Nukleinsauren handelt es sich vorzugsweise 
um DNA Oder RNA. 

In einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden 
die zu detektierenden Molekule fur die Detektion auf oder in einem Tra- 
ger angebracht. Im Falle von Proteinen handelt es sich bei dem Trager 
vorzugsweise um ein Polyacrylamidgel. Im Falle von DNA handelt es 
sich bei dem Trager vorzugsweise um Agarosegele. Im Falle von RNA 
ist je nach GroQe der RNA-Fragmente die Verwendung von Agarosege- 
len Oder von Polyacrylamidgelen denkbar. In einer anderen Ausfuh- 
rungsform handelt es sich bei dem Tragermaterial um eine Membran, 
insbesondere eine PVDF- oder Nitrozellulose-Membran. Es ist auch 
denkbar, daB es sich bei dem Trager um einen Microarray-Trager, ins- 
besondere um einen Biochip, handelt. Das erfindungsgemaBe Verfahren 
kann auch zum Farben von Proteinen aus Zellen, welche mittels LCM 
(laser capture microdissection) aus einem Gewebe herausgelost wur- 
den, eingesetzt werden. 
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GemaB der Erfindung umfasst das Verfahren zur Detektion der Biomo- 
lekule mindestens die folgenden Schritte: Zunachst werden die Molekule 
durch Inkubieren mit einer Fixierlosung auf Oder in dem Trager fixiert, 
ansclilieBend wird der Trager mit den Molekulen in mindestens einem 
Waschschritt mit einer ersten Waschldsung und anschlieBend mit einer 
zweiten Waschlosung gewaschen. Im anschlieBenden Metallverbin- 
dungsschritt wird das Tr^Lgermaterial mit den darauf Oder darin fixierten 
Molekulen mit einer Losung der Metallverbindung inkubiert und im an- 
schlieBendem Waschschritt mit reinstem Wasser gewaschen. Hieran 
schlieBt sich der Entwicklungsschritt mit einer Entwicklungslosung und 
der abschlieBende Stopschritt an. 

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren kann das bifunktionelle Agens 
im Fixierschritt, insbesondere als Zusatz zur Fixierlosung, eingesetzt 
werden. Die Fixierlosung kann neben dem bifunktionellen Agens 20 - 50 
%, insbesondere 40 %, Ethanol enthalten. 

GemaB einer Ausfuhrungsform wird das bifunktionelle Agens in einer 
mindestens teilweise alkoholischen Losung eingesetzt. Vorzugsweise 
handelt es sich bei der alkoholischen Losung um eine ethanoiische Lo- 
sung, insbesondere aus absolutem Ethanol. 

In dem erfindungsgemaBen Verfahren kann im Entwicklungsschritt ein 
Komplexbildner, insbesondere EDTA, als Bestandteil der Entwicklungs- 
losung eingesetzt werden. In einer anderen Ausfuhrungsform kann als 
Komplexbildner auch EGTA verwendet werden. 

Als weitere Bestandteile kann die Entwicklungslosung neben dem Kom- 
plexbildner auch Natriumcarbonat, Natriumthiosulfat und/oder ein redu- 
zierendes Reagens, vorzugsweise aus der Gruppe der Aldehyde, ent- 
halten. In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung handelt es 
sich bei dem reduzierenden Reagens um Formaldehyd. 
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Bei dem erfindungsgemafSen Verfahren kann nach der Detektion der 
Biomolekule sine weitere Charakterisierung, vorzugsweise eine mas- 
senspektrometrische Untersuchung, insbesondere eine Identifizierung 
der Biomolekule mittels MALDI-MS oder mit ESI-MS, durchgefuhrt wer- 



Die Erfindung umfasst weiterhin einen Kit zur Detektion von Biomoleku- 
len, weicher mindestens ein mindestens bifunktionelles Agens enthdit. 
Das im Kit enthaltene bifunktionelle Agens besitzt mindestens einen 
10 hydrophoben und mindestens einen reduzierenden Teil Das bifunktionel- 
^ le Agens liegt in einer Ausfufirungsform des Kits in der Fixierlosung vor.. 
^ Der erfindungsgemaBe Kit umfasst weiterhin mindestens eines der sich 
auf das bifunktionelle Agens beziehenden Merkmale der Patentanspru- 
che 2 bis 11, wie sie oben bereits eriautert wurden. * 



Der Kit umfasst auBerdem das Merkmal des sich auf den Entwicklungs- 
schritt beziehenden Anspruchs 19. Auf diese Eriauterung wird nunmehr 
im Zusammenhang mit dem Kit ausdruckiich Bezug genommen und 
verwiesen. 



Im folgenden wird das erfindungsgemaBe Verfahren durch ausfuhrliche 
^ Beschreibung von besonderen Ausfuhrungsformen sowie durch FIguren 
^ eriautert. In diesen Ausfuhrungsformen konnen einzelne Merkmale der 

Erfindung allein oder in Kombination mit anderen Merkmalen venA/lrklicht 
25 sein. Die beschriebenen besonderen Ausfuhrungsformen dienen ledig- 

lich zur Eriauterung und zum besseren Verstandnis der Erfindung und 

sind in keiner Weise einschrankend zu verstehen. 



5 



den. 



15 



20 



30 



Im ubrigen ist die Erfindung anhand der Figuren dargestellt; dabei be- 
deuten: 
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Figur 1 zelgt die Sensitivitat der Proteinfarbemethoden. 

Figur 2 zeigt ausgewahlte Proteinspots fur die massenspektrometrische 
Identifizierung am Beispiel eines mit kolloidalem Coomassie gefarbten 
5 2D-Gels. Bei den anderen Farbungen wurden die korrespondierenden 
Spots fur die MS-ldentifizierung ausgewahlt. 

Figur 3 zeigt die IVIALDI-MS Sequenzabdeckung in %. 

10 Figur 4 (bestehend aus den Teilen 4A, 48, und 4C) zeigt die Protein- 

• identifizierung mit ESI-MS nach tryptischem Verdau dargestellt in einer 
Tabelle bestehend aus den Teilen A, B und C. 
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Figurenbeschreibung 

Figur 1 zeigt die unterschiedlichen Sensitivitaten der Proteinfarbung fur 
die drei bekannten Proteinfari3emethoden nach Hochstrasser (siehe ex- 
perimenteller Teil), Amersham Biosciences Plus One Silver Staining Kit 
(#17-1150-01) und dem Fluoreszenzfarbeverfahren SYPRO Ruby von 
Bio-Rad (# 170-3125), sowie das erfindungsgemaBe neue Farbeverfah- 
ren. Das neue Verfahren zur Detektion von Biomolekulen ist mindestens 
um den Faktor 30 sensitiver als die bisher bekannten Methoden nach 
Hochstrasser und Amersham Biosciences und daruber hinaus deutlich 
sensitiver als die Markierung durch einen Fluoreszenzfarbstoff nach der 
Methode mit SYPRO Ruby. Die konventionellen Silberfarbemethoden, 
beispielsweise die Methode nach Hochstrasser oder Amersham Bios- 
ciences, besitzen zumeist den Nachteil, daB sie aufgrund der Verwen- 
dung von Glutaraldehyd als Sensitivierungsmittel im Sensitivie- 
rungsschritt die zu detektierenden Biomolekule nach der Detektion einer 
anschlieBenden massenspektrometrischen Untersuchung nicht mehr 
Oder nur unzureichend zuganglich sind. Das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren zur Detektion von Biomolekulen verwendet jedoch anstelle des Glu- 
taraldehyds ein bifunktionelles Molekul, welches nicht die Nachteile des 
Glutaraldehyds besitzt und die Identifizierung der Biomolekule durch 
Massenspektrometrie nach der Detektion ermoglicht. Zum Beweis dafur, 
daB Proteine nach erfolgter Detektion mit Hilfe des erfindungsgemaBen 
Verfahrensmittels massenspektrometrischer Methoden identifiziert wer- 
den konnen, wurde ein vergleichendes Experiment durchgefuhrt. Die in 
Figur 2 markierten 15 Proteinspots wurden aus vier 2-D-Gelen ausge- 
wahlt, die parallel mit vier unterschiedlichen Farbemethoden eingefarbt 
wurden. Bei den vier Farbemethoden handelte es sich erstens um die 
klassische kolloidale Coomassie-(G250)-Farbung, die als mas- 
senspektrometriekompatibel bekannt ist. Bei der zweiten Methode han- 
delt es sich um die erfindungsgemaBe Silberfarbemethode, welche im 
experimentellen Teil naher beschrieben ist. Bei der dritten Methode 



% 
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handelt es sich um die Farbung nach Hochstrasser unter Verwendung 
von Glutaraldehyd. Bei der vierten Methode handelt es sich um die Far- 
bung mft denn Plus One Silver Staining Kit von Annershann Biosciences, 
ebenfalls unter Verwendung von Glutaraldehyd. 

Im Anschluss an die unterschiedlichen Farbeverfahren wurden die ein- 
zelnen Proteinspots extrahiert und anschlieBend sowohl mittels MALDI- 
MS und ESI-MS untersucht. Die Ergebnisse dieser Proteinidentifizierun- 
gen sind in Tabelle 1 und Tabelie 2 dargestellt. 



Figur 3 zeigt fur die Spots Nr. 1 bis Nr. 15 die Sequenzabdeckung nach 
einer MALDI-MS in Prozent fur die vier unterschiedlichen Proteinfarbe- 
methoden. Es wurde die durchschnittliche Sequenzabdeckung fur jede 
" Methode bestinnmt. Werte in Klannmern wurden bei der Durchschnittsbil- 
15 dung nicht einbezogen, da die gefundenen Peptidmassen von verschle- 
denen Isoformen eines Proteins stammen konnten und so kein eindeuti- 
ger Wert fur die Sequenzabdeckung bestimmbar ist. Bei dieser mas- 
senspektrometrischen Bestimmung erwies sich die erfindungsgemaBe 
Silberfarbemethode mit 1 9 % Sequenzabdeckung sogar der klassischen 
20 Farbung mit kolloidalem Coomassie (17,1 % Sequenzabdeckung) als 
uberlegen. Dies zeigt deutlich die Eignung des erfindungsgemaBen De- 
tektionsverfahrens fur eine im Anschluss an die Detektion durchgefuhrte 
massenspektrometrische Identifizierung der Biomolekule. Die Ergebnis- 
se der beiden Farbemethoden nach Hochstrasser (6,3 % Sequenzabde- 
25 ckung) und der Farbung mittels des Kits von Amersham Biosciences (9 
% Sequenzabdeckung) zeigen deutlich eine Beeintrachtigung der Identi- 
fizierbarkeit, durch, die auf die Verwendung von Glutaraldehyd zuruck- 
gefuhrt werden kann. Die insgesamt sehr niedrigen Sequenzabde- 
ckungswerte resultieren aus den geringen Proteinmengen, welche fur 
30 dieses vergleichende Experiment eingesetzt wurden. 
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Figur 4 zeigt eine Darstellung der wiedergefundenen Aminosauren von 
ausgewahlten Peptiden aus den einzelnen Proteinspots und die Ermitt- 
lung der Sequenzabdeckung. Auch die Deteiction mittels ESI-MS zeigt 
deutlich die Eignung des erfindungsgemaBen Detektionsverfahrens im 
5 Vergleich zur Methode nacfi Hochstrasser oder Amersham Biosciences. 
Die Sequenzabdeckung der neuen Silberfarbemethode betrug ebenso 
wie die der kolloidalen Coomassiefarbung 67 %, inn Gegensatz zu 35 % 
bei den beiden anderen Metlioden (Hochstrasser und Amersham Bios- 
ciences). 

10 
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Experimenteller Teii 

Das fur die unterschiediichen Farbungen verwendete Proteingemisch 
wurde auf folgende Weise aus murinen embryonalen Stammzellen er- 
halten: 10. Mio. Zellen wurden in einem Eppendorf-Reaktionsgefa3 
zentrifugiert und das Pellet anschlieBend mit einem Lysepuffer, beste- 
hend aus 9 M Harnstoff, 4 % CHAPS (Cholamidopropyldimethylammo- 
niopropansulfonat), 1 % DTT (Dithio-threitol), 1 % Pharmalyte (pH 3-10) 
und 0.001 % Bromphenolblau lysiert. Die Konzentration der Proteinlo- 
sung wurde nach Bradford [Bradford, M. Analyt. Biochem. 72, 248-254, 
1976] bestimmt. 

Silberfarbung von Biomolekulent 
1. ErfindungsgemaBe Methode 

Die zu farbenden Biomolekule befinden sich in den Polyacrylamidgelen 
und werden wahrend der ganzen Farbung auf einem Horizontalschuttler 
bewegt Das Wechsein der Losungen zwischen den einzelnen Farbe- 
schritten kann durch Absaugen der nicht mehr benotigten und Zugabe 
frischer Losungen Oder durch Umsetzen der Gele in neue Farbeschalen 
erreicht werden. 

1 . Schritt: Fixieren der Biomolekule 

Das Polyacrylamidgel mit den darin befindlichen Biomolekulen wird in 
eine Fixierlosung, bestehend aus 40 %igem Ethanol sowie 10"^ % As- 
corbylpalmitat, gegeben. Die Zugabe des Ascorbylpalmitats erfolgte in 
Form einer Losung des Ascorbylpalmitats in absolutem Ethanol. Die 
Dauer der Fixierung betragt 30 Minuten. 
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2. Waschschritte: 

Die Gele werden zuerst mit einer 20 %igen und anschlieBend mit einer 
10 %igen Ethanollosung gewaschen. Die Dauer betragt jeweils 15 IVIinu- 
ten. 

3. Silberschritt: 

Nach Entfernen der Waschlosung werden die Gele in einer 0,5 %igen 
Silbernitratlosung fur 30 IVIinuten inkubiert 

4. Waschschrttt: 

Nach Entfernen der Silberlosung werden die Gele fur 5 MInuten nnit Milli- 
Q-Wasser gewaschen. 

5> Entwickluna: 

Die Waschlosung wird entfernt und die Gele werden mit der Entwick- 
lungslosung fur ca. 10-20 Minuten entwickelt, bis die gewunschte Inten- 
sitat der Farbung erreicht ist. Die Entwicklungslosung besteht pro Liter 
aus 1.4 % Natriumcarbonat, 0,06 % EDTA, 240 pMO % Natriumthiosul- 
fat-L6sung sowie 800 pi 37 %ige Formaldehydlosung. 

6. StoDPen der Farbung: 

Im Anschluss an die Entwicklung wird die Entwicklungslosung entfernt 
und durch eine Stoplosung ersetzt, welche aus 1,5 % EDTA-Losung o- 
der aus einer Losung, bestehend aus 5 % Tris-Base und 2 % Essigsau- 
re, gelegt. Die Dauer des Stopschrittes betragt 5 Minuten. 

2. Farbemethode nach Hochstrasser 

Die zu farbenden Biomolekule befinden sich auf Polyacrylamidgelen und 
werden wahrend der ganzen Farbung auf einem Horizontalschuttler be- 
wegt. Das Wechsein der Losungen zwischen den einzelnen Farbeschrit- 



10 
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ten kann man z. B. durch Absaugen der nicht mehr benotigten und Zu- 
gabe frischer Losungen, oder durch Umsetzen der Gele in neue Farbe- 
schalen erreichen 

5 1 . Fixierer 1 (40 % Ethanol + 10% Essigsaure) 
Dauer der Fixierung: 1 h 



2. Fixierer 2 (5% Ethanol + 5 % Essigsaure) 
Dauer der Fixierung: 2 h oder uber Nacht 

3. Waschschritt mit Milli-Q-Wasser 
Dauer: 5 Minuten 



4. - Fixierer 3 (74 g Natriumacetat-Trihydrat pro Liter + 20 ml 50 % 
15 Glutaraldehyd pro Liter) 

Dauer der Fixierung: 30 Minuten 

5. 3 Waschschritte mit Milli-Q-Wasser 
Dauer: 3 mat 10 Minuten 

20 

6. Inkubation der Gele In Naphthalin-2.6-disulfonsaure 
Dauer: 30 Minuten 

7. Inkubation der Gele in Naphthalin-2,6-disulfonsaure 
25 Dauer: 30 Minuten 

8. 4 Waschschritte mit Milli-Q-Wasser 
Dauer: 4 mal 15 Minuten 

30 9. Silberschritt 

Nach Entfernung der Waschlosung (Milli-Q-Wasser) werden die 
Gele fur 30 Minuten in einer Silberdiaminlosung inkubiert. 
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Die Silberdiaminlosung besteht aus 8 g Silbernitrat pro Liter, 13,3 
ml 25 % Ammoniak und 4 ml 5 M NaOH. 

1 0. 4 Waschritte mit Milli-Q-Wasser 
Dauer: 4 mal 4 Minuten 

1 1 . Entwickiungsschritt 

Die Waschlosung wird entfernt und die Gele warden mit der Ent- 
wicklerlosung fur die Dauer von 5-10 min. entwickelt. 
Die Entwicklungslosung besteht aus 100 mg Zitronensaure und 1 
ml 37 % Formaldehyd pro Liter 

12. Stopschritt 

Die Entwicklerlosung wird entfernt und durch eine Stoplosung er- 
setzt. 

Die Stoplosung besteht aus 50 g Tris-Base mit 20 ml Essigsaure. 
Dauer: 5-10 Minuten 

3. Amersham Biosciences Kit 

Es wurde der Plus One Silver Stain Kit (Protein) verwendet und die De- 
tektion entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgefuhrt. 

4- SYPRO Ruby 

Fur die Fluoreszenzmarkierung wurde der Kit SYPRO Ruby von Blo-Rad 
(# 170-3125) verwendet und die Detektion entsprechend dem Herstel- 
lerprotokoll mit einem Imagingsystem der Fa. Raytest (Fuji FLA 2000) 
durchgefuhrt. 
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5. Kolloidales Coomassie 

Die zu farbenden Biomolekule befinden sich in Polyacrylamidgelen und 
werden wahrend der ganzen Farbung auf einem Horizontalschuttler be- 
wegt. Das Wechsein der Losungen zwischen den einzelnen Farbeschrit- 
ten kann man z. B. durch Absaugen der nicht mehr benotigten und Zu- 
gabe frischer Losungen Oder durch Umsetzen der Gele in neue Farbe- 
schalen erreichen 



Die kolloidale Coomassie-Losung besteht aus: 

2 g Coomassie G250 in 1 I IVIilli-Q-Wasser gelost + 55,5 ml 95-97 % 
Schwefelsaure. Die Losung wird uber Nacht geruhrt und anschlieBend 
durch einen Filter filtriert. AnschlieBend werden 220 ml10 M NaOH und 
310 ml 100 % Trichloressigsaure zugegeben. 

1. Fixierung und Farbung der Gele mit der Colloidalem Coomassie 
Losung 

Dauer: uber Nacht 



2. Waschschritt mit Milli-Q-Wasser 

Die Farbelosung wird entfernt und mehrmals mit Milli-Q-Wasser 
gewaschen. Der Waschschritt wird solange durchgefuhrt, bis der 
Gelhintergrund auf ein Minimum reduziert ist. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur Detektion von Molekulen, Insbesondere von Pepti- 
den, Proteinen, Kohlehydraten, Giycoproteinen, Proteoglykanen 
und/oder Nukleinsauren mittels einer Metallverbindung in Gegen- 
wart mindestens eines mindestens bifunktionellen Agens, wobei 
das Agens mindestens einen hydrophoben Tail und mindestens 
einen reduzierenden Tell besltzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es sich 
bei dem bifunktionellen Agens um ein Molekul der allgemeinen 
Form X-R handelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
es sich bei X um den reduzierenden Teil handelt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei X um einen linearen oder homo- 
und/oder heterozyklischen Kohlenwasserstoff handelt. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB X vorzugsweise mindestens eine Hydroxyl- 
Gruppe, mindestens eine Sulfhydryl-Gruppe, mindestens eine 
Carbonyl-Gruppe, mindestens eine Thiosulfat-Gruppe und/oder 
mindestens eine ungesattigte Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung ent- 
halt. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei X um ein Molekul mit antioxidati- 
ven Eigenschaften, beispielsweise um ein Vitamin, vorzugsweise 
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aus der Gruppe Vitamin A, Vitamin C und/oder Vitamin E, insbe- 
sondere um Ascorbinsaure, handelt. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei R um den hydrophoben Teil han- 



8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei R um einen gesattigten Oder 
mindestens einfach ungesattigten Kohlenwasserstoff, vorzugswei- 
se um einen Acyloxy-, Acyl- und/oder Alkyl-Rest handelt 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei R um den Acyloxy-Rest der all- 
gemeinen Form -0-C0-CnH(2n+i) mit n = 8-21, bevorzugt n = Il- 
ly, insbesondere n = 15, handelt. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei dem bifunktionellen Agens um 
Ascorbylpalmitat (= Palmttoylascorbinsaure), Ascorbylstearat (= 
Stearoylascorbinsaure). Ascorbylmyristat (Myristoylascorbinsaure) 
Oder Ascorbyllaurat (Lauroylascorbinsaure) handelt. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB das bifunktionelle Agens wahrend der Detek- 
tion in einer Endkonzentration von 10'® bis 1 % (w/v), bevorzugt 
von 10""* bis 0.1 % (w/v), insbesondere 5*10*^ bis 5*10'^ (w/v) und 
bevorzugt 10"^ % (w/v), vorliegt. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei der Metallverbindung um eine 
Silberverbindung, bevorzugt Silbernitrat, handelt. 



delt. 



P 41238 DE -20- 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei den Nukleinsauren um DNA Oder 
RNA handelt. 

14. Verfahren nach eInem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Molekule fur die Detektion auf und/oder 
in einem Trager angebracht warden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf3 es 
sich bei denr» Trager um ein Gel, insbesondere ein Polyacrylamid- 
oder Agarose-Gel, um eine Membran, insbesondere eine PVDF- 
oder Nitrocellulosemembran und/oder um einen Microarray- 
Trager, insbesondere einen Biochip, handelt. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Detektion der, insbesondere auf oder in 
dem Trager beflndlichen, Molekule mindestens folgende Schritte 
umfasst: Fixier-Schritt, mindestens einen Waschschritt, Metallver- 
bindungs-Schritt, Entwicklungsschritt und/oder Stopschritt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB das 
bifunktionelle Agens im Fixierschritt eingesetzt wird und insbeson- 
dere in einer Fixierlosung enthalten ist 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB das bifunktionelle Agens in mindestens teil- 
weise alkoholischer Losung eingesetzt wird, vorzugsweise als Be- 
standteil der Fixierlosung, wobei es sich be! dem Alkohol vor- 
zugsweise um Ethanol handelt. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Komplexbildner, vorzugsweise EDTA 
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20. 

5 



21. 

10 




22. 

15 



20 23. 




24. 

25 



und/oder EGTA, im Entwicklungsschritt eingesetzt wird, insbeson- 
dere in einer Entwicklungsldsung enthalten ist. 

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Entwicklungsldsung ein reduzierendes Agens, bevorzugt aus der 
Gruppe der Aldehyde, insbesondere Fornnaldehyd, Natriumcar- 
bonat, den Komplexbitdner, und/oder Natriumthiosulfat enthalt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB nach der Detektion eine Charakterisierung, 
insbesondere eine massenspektrometrische Untersuchung, der 
detektierten Molekule durchgefuhrt wird. 

Kit zur Detektion von Molekulen dadurch gekennzeichnet, daB er 
mindestens ein mindestens bifunktionelles Agens, wobei das 
Agens mindestens einen hydrophoben Teil und mindestens einen 
reduzierenden Teil besitzt, vorzugsweise in einer Fixierldsung, 
enthalt. 

Kit nach Anspruch 22, welter gekennzeichnet durch mindestens 
eines der Merkmale der Anspruche 2-1 1 , oder durch Zusatz ernes 
Komplexbildners im Entwicklungsschritt. 

Kit nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, dass im 
Entwicklungsschritt ein Komplexbildner mit den Merkmalen des 
Anspruch 1 9 enthalten ist 



30 
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Zusammenfassunq 



Verfahren zur Oetektion von Molekulen, insbesondere von Peptiden, 
Proteinen, Kohlehydraten, Glycoproteinen, Proteoglykanen und/oder 
Nukleinsauren nnittels einer Metallverbindung in Gegenwart mindestens 
eines mindestens bifunktionelien Agens. 
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Abbildung 1 




S YPRO Ruby: 8 100 ng Neue Silberfarbung : 300 ng 
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Abbildung 3 
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Figur 4A 



Spot 


Name 


Peptid Sequenz 


1 


K?uc leophosmin 


Peptide nicht geeignet zur 
Seauenzierung 


2 


Ac Lin (IsoConn n.d.l 


AVFPSrVGR 
GySFTTTABR 
SYBLPDGQVITIGNER 
VAPEEHPVLLTEAPLNPK 


3 


Heat shock protein cognate 70 


DAGTIAGUWLRD 
TVTHAWTVPAYFNDSQR 
SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK 
QTQTFTTYSEWQPGVLIQVYEGER 


4 


Enolase 1. alpha non neuron 


GNPTVEVDLYTAK 

YZTPDQIADLYK 

AAVPSGASTGrVEALBLR 


5 


no name, keratin contamination 




6 


Heat shock protein 110 kDa 


VI*AT AFDTTLGG R 
AGGIETIANEYSDR 
BLSTTLNADBAVTR 
BFSXTDWpyPZSLR 


7 


Tubulin alpha S 


EZZDLVLDR 
AVFVDI^EPTVIDEVR 
VGZNYQPPTWPGGDXJUC 
TIGG600SFNTFPSETGAGK 


6 


tumor protein; translationally controlled 1 
(21 koa) 


BIAOGLCLEVEGX Cys.CAM 


9 


Chaperonin groEL precursor 


TLNDELEIIEGMK 
CEFQDAYVLLSEK 
AAVEBGIVLGGGCALLR 
I S SVQSXVPALE I ANAHR 


10 


heat shock protein 74 kDa 


VQQTVQDLFGR 
SDZGEVILVGGMTR Mox 
LLGQFTLIGI PPAPR 
NAVZTVPAYFNDSQR 


11 


Chaperonin subunit 2 (beta) 


QVLLSAAEAAEVILR 
EALLS5AVDHGSDEAR 


12 


Enolase 1, 2, or 3 (alpha, beta, or gamma) 


AAVPSGASTCXYEALELR 


13 


dnak-type molecular chaperone grp78 
precursor 


ZTPSYVAFTPEGER 
VTHAWTVPAYFNDAQR 
DHHLLGTF0LT6X PPAPR 


14 


Lamin receptor 1; p40-3. functional ; p40- 
8, functional 


FAAATGATPIAGR 
yVDIAIPCNNK 
PTPGTFTNQIQAAFR 
hZVAZEHPAOVSVZSSR 


15 


rubulin (beta 2, 3 oder S Oder Gemisch) 


IfLTVAAVPR 
PGQLNAOLR 
CSEQFTAMFR 
CSEQFTAKPR KOX 










I 


k46gliche Punktzahf: 4200 















• 



P41 238 DE 



Figur4B 



NeueMethode 



NH2 - AVFPSrVGR-COOH 

NH2-GYSFTTT. . . -COOH 

NH2 -SYBLPDGQVITZGNER-COOH 



NH2-DAGTZA. . .-COOH 

NH2-.. .WTV. . .-COOH 

NH2 -SINFDEAVAYGAAVQAAZLSGOK-COOH 



NH2 -GNPTVEVDLYTAK-COOH 
NH2 - YITPDQLADLYK-COOH 
NH2-AAVPSGASTGiyEALELR-C00H 



NH2 - VLATAFDTT . . . -COOH 
hFH2-. . .ETIA. . .-COOH 
NH2 - BLSTTUIAOEAVTR-COOM 
NH2-BPSITDW, . .-COOH 



NH2 - EI XDLVLDR-COOH 
NH2 - AVFVDLEPTVIDEVR-COOH 
NH2-. . .YQPPTW. . .AK-COOH 
NH2 - . . . DSFNTFFSETGAGK -COOH 



NH2-EIAr)GLCLEV. . . -COOH 



NH2 -TLNDELEIIEGMK-COOH 
NH2-CEFQDAYVLLSEK -COOH 
NH2- . . . EEGIVLGGGCALLR-COOH 
NH2- . . .QSIVPALEIA. . .R-COOH 



NH2-VQQTVQDL. . . -COOH 
NH2- . . .VILVG. . . -COOH 



NH2- . . .TV. . .QR-COOH 



NH2-QVLLSAAEA, . . -COOH 
NH2- . . . OHGSD. . . -COOH 



NH2-. . .PSGASTGZ. 



NH2-FAAATGAT. . . -COOH 
NH2-YVDIAIPCNNK -COOH 
NH2-FTPGTPTNQZQAAFR -COOH 
NH2 - AZVAZENPADVSVZSSR-COOH 



NH2-ITPSYVAFT. . . -COOH 
NH2- . . . WTVPAYP. . . -COOH 
NH2--..TGZP...-C00H 



100 
70 
100 
0 



Conpidai Coomassie 



. Spot 



46 
22 
100 
0 



100 
100 
100 



69 
29 
100 
87 



100 
100 

SO 
70 



77 



100 
100 
82 
61 



NH2 - AVFPS ZVGR-COOH 
NH2-GYSFTrT. . . -COOH 
NH2-SYELPDGQVITIGNER-COOH 
NH2- . . . PVtXTEAPLNPR-COOH 



100 
70 
100 
67 



NH2-DAGTIAGLNVLR-COOH [92~ 
NH2-TVTNAWTVPAYFHDSQR-COOH 100 

NH2 -SZNPOEAVAYGAAVQAAZLSGDK-COOH 1 00 

NH2 - . . . FGVLZQVYEGER-COOH 50 



NH2 -GNPTVEVDLYTAK-COOH 

NH2 - YZTPDQLADLYX-COOH 

NH2 - AAVPSGASTGI YEALELR-COOH 



100 
100 
100 



NH2-VLATAPD. . .-COOH 
NH2- . . . ETZA. . . -COOH 
NH2- . . .TTUIA. . . -COOH 



54 
29 
36 



NH2-BZZDX,VU3R-COOH 
NH2 - AVPVDLEPTVZDEVR-COOH 
NH2- . . . YQPPTWP. . . -COOH 
NH2-. . .DSPNTPPSETGAGK -COOH 



100 
100 
44 
70 



NH2 - EZAOGLCZ.EVBGK-COOH 



100 



NH2 -TLNDELEI I EGKK - COOH 
NH2-CEFQDAYVLLSEK -COOH 
NH2- . . . EEGIVLGGGCALLR-COOH 
NH2-. . .SIVPALEIA. . .R-COOH 



100 
100 
82 
56 



73 NH2-VQQTVQDL. . . -COOH 
36 NH2-. . .VZLVG. . . -COOH Hox 
NH2-. . .FTLZ. . . -COOH 
NH2- . . .TV. . .QR-COOH 



NH2-YLTVAAVFR-COOH 



NH2-ZSEQPT. . .R-COOH 
MH2 - Z SEQFTAMPR-COOH 



Erreichte Punktzahl: 



62 

100 
100 
100 



100 
0 

70 
100 



2799 



73 
36 
27 
27 



NH2- . . . PSGASTGZ . 



12 



13 



NH2-FAAATGAT. . . -COOH 
NH2-YVDIAIPCNNK -COOH 
NH2-FTPGTFTNQ1QAAFR -COOH 
NH3 -AXVAZENPAOVSVZSSR-COOK 



62 
100 
100 
100 



NH2 - YLTVAAVFR-COOH 
mi2-PGQLNADLR -COOH 
NH2 -ZSBQFTAMFR-COOH 
NH2 - ZSEQFTAMPR-COOH 



100 
lOO 
100 
100 



2819 



Pfozent von moglichen Punkten: 



67 
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#- 



Rgur4C 



I 



Itochstrasser 


% 


Ameisham Biosciences 


% 


Spol 










1 


nh2 - avfps i vgr- cooh 
nh2-cyspttt- . . -cooh 
mh2-sy£lpzx;qvitigner-cooh 
nh2- . . . fvlltbapuipk-cooh 


100 
70 
100 
67 


NH2 - AVF PS I VGR-COOH 
NH2-GYSFTTT. . , -COOH 
NH2 -S YELPOGQyXTZGNER-COOH 
KH2- . . . PVX*LTEAPLNPK-COOH 


100 
70 
100 
67 


2 


NH2-.. .lA. . .-COOH 
NH2-. ..WTV, . .-COOH 


15 
22 
0 
0 


NH2 - DAGTXAGLNVLR-COOH 

NH2-. . .WTV. . .-COOH 

NH2 -SZHPO&AVAYGAAVQAAXLSGDK-COOH 

NH2- . . . PGVLZQVY . . . -COOH 


92 
22 

too 

33 


3 


NH2-. . .VE. . .-COOH 
NH2-YITP. . .-COOH 
NH2-AAVPSGASTGIYEALCLR-COOH 


15 
33 
100 


NH2-GNPTVEVDLY. . .-COOH 

NH2 - YXTPOQLAOLYR-COOH 

NH2 -AAVPSGASrGZYEALBLR-COOH 


77 

100 

100 


4 










5 


NH2- -COOH 

NH2-. . .ETI. . .-COOH 

NH2- -COOH 

NH2- . . .TDW. , . -COOH 


0 

21 
0 

27 


NH2- -COOH 

NH2- -COOH 

NH2- -COOH 




D 


NH2 - EZIOLVLDR-COOH 
NH2-AVPVDLePTVX0EVR-CO0H 


100 
100 
0 

0 


NH 2 - EZXDLVLDR-COOH 
NH2-. . .VDLEPTVI. . .-COOH 


100 
53 
0 
0 


7 




0 




0 


8 


NH2- . . . EGIVLGGGCALLR-COOH Cys_CAM 


0 
0 

76 
0 


NH2-. . .EGIVLGG. . . -COOH 


0 
0 
41 
0 


9 




0 




0 


10 


NH2-QVU,SAAEA. . .-COOH 


60 






11 


NH2-. . .PSGASTGI. . .-COOH 


44 


NH2-. . .PSGASTGZ. . .-COOH 


44 


12 










13 


NH2-FTPGTPTNQIQAAFR -COOH 
NH2-AIVAZENPAZ)VSVISSR-C00H 


0 
0 

100 
100 


NH2-. . .AZENP. . .-COOH 


0 
0 
0 
29 


14 


NH2 - YliTVAAVFR- COOH 
NH2-PGQLHADLR -COOH 
NH2-ZSEQFT. . .R-COOH 
NH2-ZSEQF. . .R-COOK 


100 
100 
70 
60 


NH2 - YLTVAA VFR-COOH 
NH2-PGQLNAOLR -COOH 
NH2-ZSBQFTA. . .R-COOH 
NH2-ZSEQF. . , R-COOH 


100 
100 
BO 
50 


15 














1480 




1468 
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